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１．序 
 脳卒中や脊髄損傷などの中枢神経系疾患、並びに認知症の主な原因疾患であるアルツハイマ
ー病などの神経変性疾患は神経学的予後が不良となりやすい重篤な病態である。これらは患者
のみならず周囲の関係者、さらには社会保障財政にとっても多大な負担となっており、これら
の疾患に対する治療法の開発は世界各国にとって最も重要な課題の一つとなっている。しかし
ながら、中枢神経系内には神経細胞の軸索再生および神経ネットワークの再構築を阻む環境が
内在しているため、その治療法はいずれも確立されていない。 
 神経再生阻害をきたす主要な神経再生阻害因子として Nogo 受容体 type 1 (NgR1)シグナルが
知られている(1)(図 1)。NgR1 は主に神
経細胞の細胞膜表面上に発現する 473
ア ミ ノ 酸 残 基 の
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)
アンカー結合型の膜タンパク質である。
細胞内ドメインを持たず単独では細胞
内へシグナルを伝達することができな
いため、同じく細胞膜表面上に発現し
ている p75NTR *1および LINGO-1 を共受
容体としてシグナル伝達を行うと考え
られている。NgR1 のリガンドとして、
Nogo66 、 Myelin-associated 
glycoprotein (MAG)、 Oligodendrocyte 
myelin glycoprotein (OMgp)(2)という３
種のミエリンに発現するタンパク質、お
よびグリア細胞の一種であるアストロサイトより分泌される B Lymphocyte stimulator 
(BLyS)(3)、さらにグリア瘢痕内の主な糖タンパクである Chondroitin sulfate proteoglycans 
(CSPGs)の計５種が発見されている(4)。これらのリガンドが NgR1 に結合することで p75NTRの細
胞内領域を介して Gタンパクのひとつである Rho*2が活性化され、細胞骨格であるアクチンの脱
重合を生じ、成長円錐の崩壊や軸索伸長阻害をもたらす(5)。従って、NgR1 signaling が中枢神
経系疾患に対する治療戦略のターゲットとして、全世界で研究されてきている。 
 近年、NgR1 アンタゴニストである LOTUS (Lateral olfactory tract usher substance)が当
研究室で発見された(6)。LOTUS は軟骨前駆細胞のマーカーとして知られる Crtac1 の splicing 
variant の一つ Crtac1B であり、646個のアミノ酸残基からなる膜タンパクであり主に神経系に
発現している。4つの FAG-GAPドメインと Crtac1 に特有の UnvB/ASPIC(UA)ドメイン、EGF-CB(EC)
ドメイン、さらに GPI アンカー領域を含有すると考えられる。LOTUSは NgR1 antagonist として
上記５種のリガンドの結合による作用を全て阻害することで NgR1 signaling を完全に抑制する
図１ NgR1 signaling と NgR1 のリガンド 
Kurihara et al. Neural Regen Res 2015; 10 (1):46-8, 
より改変引用. 
 
Kurihara, Y, Takei, K.  
LOTUS, a potent blocker of Nogo receptor-1 causing inhibition of axonal growth.  
Neural Regen Res 2015;10(1):46-8.	
CSPGs	
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（7）ことがわかっている。一方、先行研究において、NgR1に対する中和抗体、および Ng1 のリ
ガンドのひとつである Nogo66 に対する中和抗体は、げっ歯類における中枢神経系の外傷モデル
において神経再生効果を示すことが報告されていることから、NgR1 の５つのリガンドによる
NgR1 シグナルを全て抑制する LOTUS は中枢神経再生の治療戦略の新たな候補分子として期待さ
れている。 
 一方、LOTUS を過剰発現させた培養細胞の培養上清中からは LOTUS の可溶型タンパク質が検出
される。また、ヒトの脳脊髄液中にも可溶型 LOTUS が検出されることから(8)、生体内において
も細胞膜上に発現した LOTUS が何らかの機序により細胞外液中に分泌され、この可溶型 LOTUS
が何らかの機能を有することが予想される。さらに、中枢神経再生戦略を推進する上で、薬剤
としての可溶型 LOTUS の機能を解明することは極めて重要な課題であるが、これまで可溶型
LOTUS に関する報告はなされていない。そこで今回、可溶型 LOTUS の NgR1 シグナルにおける分
子機構の解明、および可溶型 LOTUS を用いての機能解析を行った。 
 ２．実験方法 
a) 可溶型LOTUSおよびNgR1のリガンドのタンパク精製 
 可溶型LOTUSの機能解析に用いるタンパク質として、シグナル配列に続いてmouse LOTUS 
(85-1818) (NCBI NM_145123)の塩基配列を有するものを可溶型LOTUS（s-LOTUS）と定義し、適
宜各種タグを融合させたリコンビナントタンパク質を作製した。HEK293T細胞をリポフェクショ
ン法によりトランスフェクションさせ、培養上清中よりカラムクロマトグラフィにより精製を
行った。可溶型p75NTRおよび可溶型NgR1など、その他のタンパク質についても同様の精製を行っ
た。NgR1のリガンドとして用いたタンパクは全て市販品を使用した。 
b) 結合実験 
 Cos-7細胞においては、細胞を播種し４時間培養した後、リポフェクション法を用いて各種膜
タンパクの配列を含むプラスミドを導入し、10%ウシ血清 (FBS)及び0.5% 
Pennicilin/Streptomycin (PS, Nacalai)添加Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)培
地で培養した。44時間後、目的の最終濃度となるように培地で希釈したリガンドを投与し１時
間37℃ 5%CO2下でincubateした後、1mM MgCl2を含む4% Paraformaldehyde（PFA）により室温で
１時間固定を行った。67℃下１時間の処理を行い内在性のアルカリフォスファターゼ（AP）を
失活化させたのち、APタグを融合させたタンパク質の結合をAPの基質として室温下で反応させ、
十分な時間をかけて呈色させた。一方、SBP-Fcタグを融合させたものについては、anti-SBP抗
体およびビオチンラベル抗体とAPを付加したavidin-biotin complex試薬を用いてAPの基質と反
応させて検出した。細胞の観察および撮影のための顕微鏡にはEclipse Ti (Nikon)を用いた。 
c) 成長円錐崩壊および神経突起伸長の解析 
 4 
 ニワトリ胚卵生13日の脊髄後根神経節 (DRG)、またはC57BL/6Jマウス胎生13日の嗅球の８等
分片を、poly-L-Lysine （PLL）をコートさせたglass-base dishに細胞塊として接着させ、各
培養液（ニワトリ：Ham’s F-12 with 10% FBS, 10ng/ml Nerve growth factor (NGF, Sigma), 
マウス：Neurobasal medium with B27 (Gibco) and Glutamax (Wako)）においてそれぞれ24時
間、48時間培養した。s-LOTUSまたはコントロールを投与した後30分間培養した後、続けてNgR1
の各リガンドまたはphosphate buffer saline (PBS)を投与し30分間培養した。4%PFAで37℃下
10分、および室温下10分の固定後、Alexa488-Phalloidin (Invitrogen)を室温下で１時間反応
させた。細胞塊より周囲に十分伸長した神経突起の先端に形成される成長円錐の形状をBZ8000 
(Keyence)で観察および撮影し、成長円錐の崩壊率を計測した。その際、各成長円錐のfilopodia
が２本以下のものを崩壊あり、filopodiaが３本以上のものを崩壊なし、と定義して解析を行っ
た。神経突起伸長については、上記のDRGをトリプシン処理により分散培養した。24時間後、上
記のように固定し、α—tubulinに対する１次抗体を用いて染色を行い、細胞体の起始部から突
起の先端までの距離をImageJ（NIH）上で計測した。 
d) プルダウンアッセイおよびウエスタンブロッティング 
 Cos-7細胞またはHEK293T細胞をリポフェクション法によりトランスフェクションさせ、
glutathion-S-transferase (GST)を融合させたp75NTRを含む各種タンパク質を強制発現させた。
トランスフェクションの48時間後、細胞を氷上においてLysis bufferを用いて細胞溶解液を作
製し、glutathion beadsとともに反応させた後、β-melcaptoethanolを含むサンプルバッファ
ーとともに100℃で加熱し、SDS-PAGEのサンプルを作製した。GTP-RhoAのpull-down assayにつ
いては、胎生18.5日マウス大脳皮質ニューロンを、10%FBS添加DMEM/F12で一晩培養させた後、
B27添加DMEM/F12の培養液に置換し73時間の培養を行った。s-LOTUSまたはコントロールを添加
し30分間培養した後、続けてNgR1のリガンドであるNogo66またはMAGを投与し培養した（Nogo66: 
30分間、MAG: 15分間）。氷上でLysis bufferを用いて細胞溶解液を作製し、GTP-RhoAに特異的
に結合するRhotekinを付加したGST beads (Cytoskeleton)とともに４℃下で45分間反応させ、
SDS-PAGEのサンプルを作製した。 
 SDS-PAGEの後、semi-dry ウエスタンブロッティングを行ってPVDFメンブレンに転写した後、
5%スキムミルクでブロッキングし、5% bovine serum albumin (BSA)で希釈した１次抗体と4℃
下で一晩反応させた。HRPを付加した２次抗体と反応させた後、HRPの基質と反応させ、LAS4000 
Mini (GE Healthare)で撮影した。 
e) マウス視神経圧挫障害モデルにおけるs-LOTUSの生体内投与実験 
 生後21日目マウスの左眼窩を開放し、視神経の眼球より約1 mmの部位を眼窩用鉗子で7秒間圧
挫し視神経圧挫障害モデルを作製した。受傷直後および受傷７日後に硝子体内にs-LOTUSまたは
コントロールを2 µl (10 µM)注入し、受傷12日後には視神経の軸索を標識するためcholera toxin 
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subunit B (CTB) *3を2 µl注入した。受傷14日目に眼球と視神経を摘出し、凍結切片を作製して、
BZ8000を用いて撮像し損傷部位より遠位側に伸びる軸索の本数を各距離において計測した。 
f) 統計学的解析 
すべての実験は少なくとも３回以上の独立実験により行われた。統計学的有意差の検証につい
ては、分散分析に続けてTukey-Kramer法およびDunnett法による多重比較検定を行った。マウス
視神経障害実験においては、two-way分散分析を行って検定を行った。 
３．研究結果 
1) LOTUSとp75NTRとの結合実験 
 s-LOTUSが、膜結合型LOTUSと同じく、NgR1のリガンドのNgR1への結合を抑制するかどうかを
検証したところ、驚くべきことに、膜結合型LOTUSとは異なってs-LOTUSはNogo66, MAG, OMgp, 
BLySの結合を阻害しなかった。そこで、NgR1と共受容体であるp75NTRとの相互作用に着目して検
証したところ、膜結合型LOTUSおよびs-LOTUSはp75NTRと結合した。そこで、膜結合型LOTUSおよび
s-LOTUSがp75NTRとNgR1との相互作用を抑制するのかどうかを検証したところ、プルダウン実験
において両者ともp75NTRとNgR1との結合を抑制することが示された（図２）。さらに、s-LOTUS
の投与により、可溶型NgR1の細胞膜上のp75NTRへの結合が低
下した。 
 
2) s-LOTUSの投与によるNgR1シグナルの細胞内シグナルへの効果の検証 
 s-LOTUSの投与が、NgR1のリガンドにより誘起されるNgR1シグナルの下流にある細胞内シグナ
ルを抑制するかどうかを検証するために、胎生18.5日マウス皮質ニューロンの培養系において
Nogo66およびMAGによって誘起される活性化型のGTP-RhoAと特異的に結合するビーズを用いた
プルダウンアッセイを行った。コントロールに続いてNogo66またはMAGを投与したものでは活性
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図２ LOTUS は p75NTRと結合し、p75NTRと NgR1
の相互作用を抑制する A, B: Cos-7 細胞上に発現
させた LOTUS または p75NTRに対する、それぞれ
の可溶型タンパクの結合実験。bar, 100 µm。C: 
p75NTR, NgR1, および LOTUS を強制発現させた
HEK293T 細胞のプルダウン実験。D: p75NTRおよ
び NgR1 を強制発現させた HEK293T 細胞へ
s-LOTUS の投与を行ったプルダウン実験。** 
p<0.01, Tukey ANOVA. 
Kawakami et al. The Journal of Neuroscience 
2018. (印刷中)より改変引用. 
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化型のGTP-RhoAが有意に上昇したのに対して、s-LOTUSに続いてNogo66またはMAGを投与したも
のではGTP-RhoAはコントロールレベルにまで低下することがわかり、s-LOTUSの投与がこの細胞
内シグナルを抑制することが示された（図３）。 
 
3) s-LOTUSの機能解析のための、成長円錐崩壊、および神経突起伸長の解析 
 s-LOTUSの投与が、NgR1のリガンドにより誘起される成長円錐の崩壊、および神経突起伸長阻
害を抑制するかどうかを、卵生13日ニワトリ胚DRGの培養系において検証した。コントロールに
続いてNgR1の各リガンドを投与したものでは成長円錐の崩壊が誘起されたのに対して、s-LOTUS
に続いて各リガンドを投与すると成長円錐の崩壊がコントロールレベルにまで低下した。一方、
神経突起伸長については、コントロールおよび各リガンドを投与したものでは神経突起長が有
意に短縮したのに対して、s-LOTUSおよび各リガンドを投与したものでは突起長がコントロール
レベルにまで伸長した（図４）。さらに、胎生13.5日マウス嗅球細胞では内在性のLOTUSが発現
してNgR1のリガンドとNgR1を介したシグナルを抑制することが報告されているが、内在性LOTUS
が欠損したマウス由来の嗅球細胞において、s-LOTUSの投与はNgR1の各リガンドにより誘起され
る成長円錐の崩壊を抑制した。これらのことから、s-LOTUSがNgR1の各リガンドとNgR1との結合
を介したNgR1シグナルを抑制し、さらに内在性LOTUSの機能を補填することが示された。
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図３ s-LOTUS は NgR1 のリガンドにより誘
起される RhoA の活性化を抑制する 
A,B: 胎生18.5日マウス皮質ニューロンにおけ
る、Nogo66 投与による活性化型 GTP-RhoA
のプルダウン実験。C,D: MAG 投与による同実
験。loading control として Total RhoA を用い
た。n = 4, ** p<0.01, * p<0.05, Tukey ANOVA. 
Kawakami et al. The Journal of Neuroscience 
2018.（印刷中）より改変引用. 
図４ s-LOTUSはNgR1のリガンドによ
り誘起される成長円錐崩壊、および神経
突起伸長阻害を抑制する 
A: ニワトリ DRG 細胞における成長円錐
崩壊の評価。B: 同細胞における神経突起
伸 長 の 検 証 。 n = 4, ** p<0.01, 
Tukey-Kramer ANOVA. Kawakami et al. 
The Journal of Neuroscience 2018.（印
刷中）より改変引用. 
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4) マウス視神経圧挫障害モデルにおけるs-LOTUSの生体内投与実験 
 s-LOTUSの生体内投与が損傷した神経の軸索再生を促進するかどうかを検証するため、生後２
１日マウス視神経圧挫障害モデルにおいて硝子体内へのs-LOTUSの投与を行った。コントロール
の投与に比べて、s-LOTUSを投与した動物においては障害部位を越えて観察される軸索の本数が
有意に増加した（図５）。このことから、s-LOTUSの生体内投与においても損傷した神経の再生
を促進することが示された。 
 
４．討論 
 今回、LOTUSおよび可溶型LOTUS（s-LOTUS）は、NgR1のみならずその共受容体のひとつである
p75NTRとも結合し、さらにNgR1シグナリングに必須とされるNgR1とp75NTRの相互作用を抑制するこ
とによってシグナルを阻害することが示された。 
 s-LOTUSは、膜結合型LOTUSがNgR1のリガンド結合を阻害するのに対して、それとは異なる作
用機序によりNgR1シグナリングを抑制することが示唆された。一般に、膜結合型タンパクが
matrix metalloproteinase (MMP)などによって切断され可溶型タンパクを生じた場合、膜結合
型と可溶型とではリガンドと受容体の関係のコンテクストで言えば同様の分子機構で機能を有
することが多い。一部のタンパクでは膜結合型と可溶型とで有する機能が大きく異なることや
(9)、膜結合型のみが機能を有することがあるが(10)、LOTUSはNgR1受容体機能の抑制という機能
を共通するものの作用機序が異なる分子であり、例えば結合様式がcis型とtrans型とで大きく
異なるといった別の機序の関与が想定される。LOTUS自体の立体構造、およびLOTUSとNgR1また
はp75NTRとの結合様式など、今後の詳細な分子機構の解明が待たれる。 
 また、内在性LOTUSが欠損する組織において外的に投与されたs-LOTUSが機能を補填すること
を示したことは、s-LOTUSが中枢神経系の損傷に対する薬物療法の候補分子のひとつであること
が期待される。s-LOTUSを基とする創薬には高い凝集性の回避や薬物動態の解析などの数多くの
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図５ s-LOTUS の生体内投与は、視神
経障害モデルにおいて軸索再生を促進
する 
A, B: 損傷 14 日後の、損傷部位(*)から
の各距離における軸索の本数。軸索は
cholera toxin subunit B (CTB)により
標識されている。N = 6, ** p<0.01, 
two-way ANOVA & post-hoc Tukey. 
Kawakami et al. The Journal of 
Neuroscience 2018.（印刷中）より改
変引用. 
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課題が残されているものの、LOTUSが有する機能ドメインの同定はs-LOTUSの臨床応用において
重要な研究課題となる。特に、膜結合型LOTUSのNgR1への拮抗作用がC末端側のUA/ECドメインに
存在することが示唆されていることから（11）、今後は可溶型UA/ECを中心とした各ドメインの
タンパク質についても、同様の機能解析を行うことが重要となる。 
５．まとめ 
1) 可溶型LOTUS（s-LOTUS）はNgR1の共受容体であるp75NTRと結合し、p75NTRとNgR1の相互作用
を抑制することによってNgR1シグナリングを抑制した。 
2) s-LOTUSの外来性投与はNgR1シグナルの生物活性を抑制し、さらに内在性LOTUSの欠損する組
織においてもその機能を補填した。 
3) 視神経障害モデルマウスにおいて、s-LOTUSの生体内投与は損傷後の軸索再生を促進した。 
6．論文リスト 
Yutaka Kawakami, Yuji Kurihara, Yu Saito, Yuki Fujita, Toshihide Yamashita, Kohtaro Takei; 
The soluble form of LOTUS inhibits Nogo receptor-mediated signaling by interfering with 
the interaction between Nogo receptor type 1 and p75 neurotrophin receptor. The Journal 
of Neuroscience 38(10), 2589-2604 (2018). 
7．参考文献 
1) Martin E Schwab, Stephen M Strittmatter; Nogo limits neural plasticity and recovery 
from injury. Curr Opin Neurobiol 27C, 53-60 (2014). 
2) Martin E Schwab; Functions of Nogo proteins and their receptors in the nervous system. 
Nat Rev Neurosci 11(12), 799-811 (2010). 
3) Lei Zhang, Sushuang Zheng, Haitao Wu, Yan Wu, Shuhong Liu, Ming Fan, Jian Zhang; 
Identification of BLyS (B lymphocyte stimulator), a non-myelin-associated protein, as 
a functional ligand for Nogo-66 receptor. J Neurosci 29(19), 6348-52 (2009). 
4) Travis L Dickendesher, Katherine T Baldwin, Yevgeniya A Mironova, Yoshiki Koriyama, 
Stephen J Raiker, Kim L Askew, Andrew Wood, Cedric G Geoffroy, Binhai Zheng, Claire D 
Liepmann, Yasuhiro Katagiri, Larry I Benowitz, Herbert M Geller, Roman J Giger; NgR1 and 
NgR3 are receptors for chondroitin sulfate proteoglycans. Nat Neurosci 15(5), 703-12 
(2012). 
5) Yuki Fujita, Toshihide Yamashita; Axon growth inhibition by RhoA/ROCK in the central 
nervous system. Front Neurosci 8(0), 1-12 (2014). 
6) Yasufumi Sato, Masumi Iketani, Yuji Kurihara, Megumi Yamaguchi, Naoya Yamashita, Fumio 
Nakamura, Yuko Arie, Takahiro Kawasaki, Tatsumi Hirata, Takaya Abe, Hiroshi Kiyonari, 
 9 
Stephen M. Strittmatter, Yoshio Goshima, Kohtaro Takei; Cartilage acidic protein-1B 
(LOTUS), an endogenous Nogo receptor antagonist for axon tract formation. Science 
333(6043), 769-73 (2011). 
7) Yuji Kurihara, Masumi Iketani, Hiromu Ito, Kuniyuki Nishiyama, Yusuke Sakakibara, 
Yoshio Goshima, Kohtaro Takei; LOTUS suppresses axon growth inhibition by blocking 
interaction between Nogo receptor-1 and all four types of its ligand. Mol Cell Neurosci 
61, 211-218 (2014). 
8) Keita Takahashi, Yuji Kurihara, Yume Suzuki, Yoshio Goshima, Fumiaki Tanaka, Kohtaro 
Takei; Association of Cerebrospinal Fluid Levels of Lateral Olfactory Tract Usher 
Substance (LOTUS) With Disease Activity in Multiple Sclerosis. JAMA Neurol 72(2), 176-179 
(2015). 
9) Ryo Iwamoto, Eisuke Mekada; Heparin-binding EGF-like growth factor: a juxtacrine growth 
factor. Cytokine Growth Factor Rev 11(4), 335-44 (2000). 
10) Masato Tanaka, Toshimitsu Itai, Masashi Adachi, Shigekazu Nagata; Downregulation of 
Fas ligand by shedding. Nat Med 4(1), 31-6 (1998). 
11) Yuji Kurihara, Yuko Arie, Masumi Iketani, Hiromu Ito, Kuniyuki Nishiyama, Yasufumi 
Sato, Fumio Nakamura, Nobuhisa Mizuki, Yoshio Goshima, Kohtaro Takei; The 
carboxyl-terminal region of Crtac1B/LOTUS acts as a functional domain in endogenous 
antagonism to Nogo receptor-1. Biochem Biophys Res Commun 418(2), 390-5 (2012). 
8．用語集  
*1. p75NTR 
分子量約75 kDaの膜貫通型タンパク質であり、もともとは低親和性のニューロトロフィン受容
体として発見された。NgR1をはじめTrkファミリーやPirBなど、ニューロトロフィンや軸索伸長
などに関わる細胞膜上の受容体の共受容体として機能する。その機能は相互作用する受容体に
よって様々である。 
*2. Rho 
約21kDaの低分子量GTPaseのひとつ。NgR1 signalingにおいて細胞骨格の制御に関わる。不活性
化状態のRho-GDPがRho-GTPになると活性化し、下流へシグナル伝達を行う。NgR1へのリガンド
の結合により、Rho-GDPと結合するRho-GDI (Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor)
がp75NTRの細胞内ドメインに結合することでRho-GDPが解離し、活性化型のRho-GTPへ変換される。 
*3. Cholera toxin subunit B (CTB) 
 コレラ毒素は毒性成分を有するsubunit Aと、細胞毒性がほとんどなく、細胞膜のganglioside 
GM1に結合する能力を有するsubunit Bから成る。CTBは細胞膜に結合する能力が高いため、神経
細胞のトレーサーとして頻用される。 
 
